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개요
핵산 순도를 평가하는 표준 방법은 260nm(A260) 및 280nm(A280) 파장에서 분광 
광도법으로 흡광도를 측정하는 것입니다. 본 응용 자료에 따르면, 리보핵산(RNA) 시료 
완충액의 pH와 이온 강도의 변화는 A260/280 비율에 영향을 미치는 것으로 입증되었습니다. 
다른 결과에서는 알칼리성 용액에서 RNA 측정 시 단백질 오염 검출 성능이 상당히 
향상되었습니다. 이 연구에서는 Agilent Cary 3500 멀티셀 Peltier UV-Vis 분광 광도계를 
사용하여 여러 실험을 동시에 수행하고 Cary 3500 UV-Vis에 내장된 방정식 소프트웨어 
기능을 사용하여 RNA 순도를 평가하는 이점을 알아봅니다. 

동시 UV-Vis 측정을 사용한 RNA 순도의 
비교 평가 

Agilent Cary 3500 UV-Vis를 사용하여 RNA A260/280에 
미치는 pH 및 이온 강도의 영향 평가
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소개
RNA의 무결성과 순도 평가는 후속 실험과 응용에서 RNA 품질을 
보장하는 데 필수적입니다. 손상되거나 오염된 RNA는 유전자 
발현의 신뢰도를 떨어트릴 수 있으며, 이러한 유형의 분석에서 
도출된 결론에 부정적 영향을 미칠 가능성이 있습니다.1 또한, 
캡슐화된 RNA는 의약품으로 사용될 수 있기 때문에 RNA 품질은 
의약품 제조 분야에서 중요한 품질 속성입니다.

RNA 정량과 순도 평가에 분광 광도계를 사용하는 것은 이미 잘 
알려진 방식입니다. 260nm와 280nm에서 시료의 흡광도를 
측정하여 결정되는 A260/280 비율은 핵산 시료의 순도를 평가하는 데 
사용됩니다. 260nm에서의 흡광도는 주로 핵산의 존재를 나타내는 
반면, 280nm에서의 흡광도는 오염 단백질의 존재를 나타냅니다. 
따라서 순수한 RNA 시료의 A260/280 비율은 2.00이고, 단백질 
시료의 비율은 0.57입니다.2 

A260/280 비율이 유용한 파라미터이기는 하지만, Wilfinger 등은 분광 
광도계 평가에 사용되는 용액의 pH와 농도가 이 비율에 상당한 
영향을 미칠 수 있다고 보고했습니다.3 핵산 제제의 정량적 평가도 
pH와 농도의 영향을 받습니다. 

이 연구에서는 Cary 3500 멀티셀 Peltier UV-Vis 분광 광도계 
(그림 1)를 사용하여 Wilfinger 등이 보고한 것과 유사한 실험을 
수행했습니다. Cary 3500 멀티셀 Peltier UV-Vis는 측정 효율성을 
높이기 위해 8개의 큐벳 위치를 포함한 혁신적인 시스템입니다. 
Cary 3500을 사용하면 여러 시료의 UV 흡광도를 동시에 측정할 
수 있어 원치 않는 가변성을 제거하고 결과에 대한 신뢰도를 높일 
수 있습니다. Agilent Cary UV Workstation 소프트웨어의 내장된 
방정식 기능은 UV 스캔을 기반으로 A260/280 비율을 자동으로 
계산하여 분석 처리 속도를 향상시킵니다. 

Cary 3500을 사용하여 RNA 시료 용액의 pH와 이온 강도가 
A260/280 비율에 미치는 영향도 조사했습니다. RNA의 단백질 오염 
식별에 pH와 이온 강도가 미치는 영향 또한 조사했습니다. 두 
가지 완충액과 물에서 RNA의 UV 흡광도 스캔을 비교하는 작업도 
수행했습니다. 

그림 1. Agilent Cary 3500 멀티셀 Peltier UV-Vis 분광 광도계.

실험
기기 
이 연구에서는 Agilent Cary 3500 멀티셀 Peltier UV-Vis 분광 
광도계를 사용했습니다. 데이터 수집은 Cary 3500 Multizone 
소프트웨어 애드온을 포함한 Agilent Cary UV Workstation 
소프트웨어(버전 1.4.256)에서 표 1에 나타낸 파라미터를 
사용하여 수행했습니다. 이 소프트웨어에는 50개 이상의 방정식 
기능이 내장되어 있습니다. 10mm의 UV 경로 길이와 70µL 
충전량을 갖춘 초소형 직사각형 셀(부품 번호 5062-2496)이 
사용되었습니다. 각 셀에 50µL의 시료량을 적용하였습니다. Cary 
3500은 폭이 1.5mm 미만인 균일하고 정확한 평행 빔과 고정형 셀 
홀더의 영구적인 광학 정렬 덕분에 이렇게 작은 시료량까지 측정할 
수 있습니다.

파라미터 값

X 모드 nm

Y 모드 흡광도

수집 모드 스캔

스캔 범위 시작 400nm

스캔 범위 중지 220nm

평균화 시간 0.020초

데이터 간격 1.00nm

스캔 속도 3,000nm/min

스펙트럼 대역폭 2.00nm

검출기 모듈 멀티셀 Peltier UV-Vis

표 1. Agilent Cary 3500 멀티셀 Peltier UV-Vis 분광 광도계 
파라미터.
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시약 및 재료 
HeLa 세포주는 American Type Culture Collection(ATCC, 
Manassas, Virginia, USA)에서 구입했습니다. Dulbecco's 
Modified Eagle Medium(DMEM)은 Thermo Fisher 
Scientific(Waltham, Massachusetts, USA)에서 구입했습니다. 

Agilent Absolutely RNA microprep 키트(부품 번호 400805)를 
사용하여 HeLa 세포에서 RNA를 추출했습니다. 

소 혈청 알부민(BSA), 인산이나트륨(Na2HPO4), 트리스-염산염
(tris-HCl) 및 염화나트륨(NaCl)은 Sigma-Aldrich(St. Louis, 
MO, USA)에서 구입했습니다. EDTA 용액은 Merck(Darmstadt, 
Germany)에서 구입했습니다. 

0.22µm membrane Point-of-Use 카트리지가 장착된 Milli-Q 
Integral 시스템(Millipak, Merck-Millipore, Billerica, MA, USA)을 
사용하여 신선한 초순수를 얻었습니다. 

HeLa 세포 펠릿에서 RNA 추출
HeLa 세포를 DMEM 세포 배양 배지에서 100,000개 세포로 
배양시켰습니다. 세포를 플레이트에서 긁어 배지로 넣은 후 
15mL Falcon 튜브로 옮겼습니다. Absolutely RNA Microprep 
키트 프로토콜을 사용하여 RNA를 추출하기 전에 세포 부유물을 
1,200rpm으로 5분 동안 원심분리하여 세포를 침전시켰습니다. 

RNA ScreenTape(부품 번호 5067-5576), RNA ScreenTape 시료 
완충액(부품 번호 5067-5577) 및 RNA ScreenTape 래더(부품 
번호 5067-5578)를 갖춘 Agilent 4200 TapeStation 시스템(부품 
번호 G2991AA)을 사용하여 추출한 RNA의 품질을 검사했습니다. 

RNA를 -80°C에서 동결시키고 분석 직전에 해동했습니다. 

HeLa 세포에서 RNA 추출 및 순도 평가 워크플로
그림 2A에서 볼 수 있듯이, HeLa 세포를 내부적으로 배양했고, 
Absolutely RNA microprep 키트 프로토콜을 사용하여 총 RNA를  
추출했습니다. 추출된 RNA는 DNA 및 RNA 시료의 품질 관리를 
위한 자동화 전기영동 솔루션인 4200 TapeStation 시스템을 
사용하여 RNA 품질을 확인했습니다. RNA ScreenTape 장치를 
사용하여 총 RNA를 분석하면 리보솜 피크와 잠재적인 분해 산물을 
식별하여 총 RNA 품질을 평가할 수 있습니다. RNA 무결성 수치 
등가(RINe, RNA Integrity Number equivalent)로 알려진 개별 
RNA 품질 점수가 1-10점 척도에 따라 각 시료에 할당되며,  
1은 고도로 분해된 RNA를 나타내고 10은 매우 온전한 RNA를  
나타냅니다. 이 연구에 사용된 추출 RNA의 RINe 값은  
10이었습니다(그림 2B). 그런 다음 Cary 3500 UV-Vis로  
추출된 RNA 흡광도를 측정하여 RNA 순도를 평가했습니다. 

그림 2. (A) RNA를 추출하기 위한 애질런트 소모품, 품질과 순도를 평가하기 위한 Agilent 4200 TapeStation 시스템과 Agilent Cary 3500 UV-Vis 분광 광도계의 사용을 보여주는 
워크플로 다이어그램입니다. (B) HeLa 세포에서 추출한 RNA를 4200 TapeStation에서 분석한 RINe 값은 10이었습니다.

A

B

HeLa 세포
Agilent Absolutely RNA

microprep 키트

Agilent 4200 TapeStation 시스템

추출된
RNA

흡광도
RNA 순도 평가

추출된 RNA의 품질 검사

Agilent Cary 3500
멀티셀 Peltier UV-Vis

분광 광도계
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실험
본 연구에서는 다음의 세 가지 실험을 수행했습니다.

1. pH와 Na2HPO4 농도가 RNA의 A260/280 비율과 흡광도에 
미치는 영향 연구
Na2HPO4를 초순수로 희석하여 0.01, 0.02, 0.05, 0.1, 0.2, 
0.5, 1, 2, 5 및 10mM 농도의 시료를 얻었으며, 초순수를 
실험에 대조군으로 포함시켰습니다. 모든 pH 측정은 Mettler 
Toledo(Greifensee, Switzerland)의 SevenCompact pH 
측정기 S220을 사용하여 수행했습니다. RNA는 각각의 
Na2HPO4 용액 농도로 0.0062µg/µL까지 희석시켰습니다.

2. 용해된 BSA 단백질이 존재할 때 RNA의 A260/280 비율에 미치는 
pH 및 이온 강도의 영향 연구
Na2HPO4는 0.01, 0.1, 1 및 10mM의 농도로 희석시켰으며 
실험에 물을 대조군으로 포함시켰습니다. RNA를 각각의 
완충액에 최종 농도 0.0062µg/µL로 용해시켰습니다. 
단백질이 첨가된 RNA(최종 농도 0.0062µg/µL의 RNA와 
최종 농도 0.1µg/µL의 BSA를 모두 포함)를 각각의 완충액에 
용해시켰습니다. BSA도 각각의 완충액에 0.1µg/µL의 농도로 
준비했습니다. 

3. 1mM Na2HPO4, TNE 완충액 및 물에서 HeLa RNA의 UV 
흡광도 스캔 분석
pH 7.4에서 10mM tris, 1mM EDTA 및 0.2mM NaCl을 포함한 
TNE 완충액을 준비했습니다. RNA를 TNE 완충액, 1mM 
Na2HPO4 및 물에 최종 농도 0.0062µg/µL로 희석시켰습니다.

흡광도 측정
Cary 3500 멀티셀 Peltier UV-Vis 분광 광도계를 사용하여 모든 
실험 시료의 흡광도 값을 측정했습니다. 각 실험에서 분광 광도계의 
영점을 맞추기 위해 적절한 바탕시료 용액을 사용했고 분석 중에는 
베이스라인 보정을 사용했습니다. 

Cary 3500 멀티셀 Peltier UV-Vis는 여러 시료를 동시에 측정할 
수 있어 분광 광도 측정의 효율성을 높이고 일관된 측정 조건을 
유지합니다. 4개 구역에서 8개의 셀 위치를 사용할 수 있으므로,  
이 기기로 1개 구역(큐벳 8개), 2개 구역(각 구역에 큐벳 4개),  
또는 4개 구역(각 구역에 큐벳 2개)에서 시료를 분석할 수 
있습니다. 각 구역에는 자체 참조 채널이 있습니다. 

단백질 오염 연구에는 Cary 3500 UV-Vis의 2구역 기능을 
사용했습니다. 이 구성에서 한 번의 측정으로 두 개의 완충액을 
연구할 수 있었습니다(그림 3). 그림 4에서 볼 수 있듯이, 이 기기의 
4구역 기능은 3가지 용액(TNE 완충액, 1mM Na2HPO4 또는 물)에서  
RNA를 동시에 측정하는 데 사용되었습니다. 측정을 완료할 
때마다, Cary UV Workstation 소프트웨어의 내장된 방정식 기능이 
A260/280 비율을 자동으로 계산하여 보고합니다(그림 5). Cary 3500의  
이러한 기능은 단일 큐벳 시스템을 사용하는 경우에 비해 UV 
흡광도 스캔 처리량을 증가시킵니다. 
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그림 3. Agilent Cary 3500 멀티셀 Peltier UV-Vis의 "2구역" 다중 실험 기능. 녹색과 보라색 위치는 각각 시료와 참조 용액을 나타냅니다.

그림 4. Agilent Cary 3500 멀티셀 Peltier UV-Vis의 "4구역" 다중 실험 기능. 녹색과 보라색 위치는 각각 시료와 참조 용액을 나타냅니다.
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결과 및 토의
pH와 Na2HPO4 농도가 RNA의 A260/280 비율과 흡광도에 미치는 
영향
pH와 Na2HPO4 농도가 RNA의 A260/280 비율과 흡광도에 미치는 
영향을 평가하기 위해 농도가 0.1-10mM인 Na2HPO4 용액 11개를 
완충제로 사용했습니다.3 A260/280 비율의 증가는 pH와 Na2HPO4 
농도의 증가에 정비례했습니다. pH 값 7.2-8.6과 Na2HPO4 농도 
0.02-1mM 사이에서 급격한 증가가 나타났습니다(그림 6A).

그림 6B는 Na2HPO4 농도 또는 pH가 증가함에 따라 A260과 A280 
값이 감소함을 보여줍니다. 각 Na2HPO4 농도에 대한 흡광도의 
감소 백분율은 물에 대한 상대적인 값으로 측정되었습니다. A280의 
감소 백분율 곡선의 기울기는 그림 6C의 각 점선에서 볼 수 있듯이 
A260 곡선의 기울기보다 더 가파릅니다. 이러한 결과는 A260/280 
비율이 280nm에서 흡광도의 pH 또는 이온 강도의 감소에 따라 
증가함을 나타냅니다. 

그림 5. Agilent Cary UV Workstation 소프트웨어에 내장된 방정식 기능을 사용하여 A260/280 비율을 자동으로 계산하고 보고합니다.
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11개의 Na2HPO4 용액 각각에 대해 3회 측정했습니다. Cary 3500의  
2구역 다중 실험 기능을 사용하여 두 농도의 Na2HPO4 시료를 3회  
측정했습니다. 이 방법을 사용하여 60분 내에 11개 농도의 
Na2HPO4를 모두 분석할 수 있었습니다(33개 시료와 11개 참조 
용액을 6회 측정). 이 멀티셀 접근 방식은 단일 큐벳 시스템에 비해 
분석 처리량을 6배나 증가시켰습니다. 

RNA에서 단백질 검출에 미치는 pH 및 이온 강도의 영향
단백질 오염 검출에 미치는 완충액의 pH 및 이온 강도의 영향을 
조사하기 위해3, BSA 단백질이 존재하는 11개 Na2HPO4 용액에서 
RNA 흡광도를 평가했습니다. 

그림 7A는 단백질이 첨가된 경우와 첨가되지 않은 경우에 
Na2HPO4의 흡광도 특성을 보여줍니다. 10mM Na2HPO4의  
RNA는 A260/280 비율이 2.15였지만, 단백질이 존재하는 경우  
A260/280 비율은 1.61로 떨어졌습니다. 이 그림은 단백질이 RNA의 
흡광도 특성을 어떻게 변화시키는지 명확하게 보여줍니다. 

RNA와 RNA 포함 단백질 간 A260/280 비율이 물에서는 19.1% 
감소한 반면, 1.0mM Na2HPO4에서는 26.6% 감소했습니다 
(그림 7B). 이 연구 결과는 알칼리성 조건에서 단백질 오염이  
더 쉽게 검출된다는 것을 보여줍니다. 
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그림 6. pH와 Na2HPO4 농도가 (A) A260/280 비율과 (B) 흡광도에 미치는 영향. (C) 260nm 및 280nm에서 흡광도의 변화율.
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10mM Na2HPO4의 단백질(A260/280 = 0.62)
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다양한 완충액에서 HeLa 세포의 총 RNA 측정
다양한 완충액이 RNA의 UV 흡광도 스펙트럼에 미치는 영향을 
조사하기 위해 물(pH 6.18), 1mM Na2HPO4(pH 8.59) 및 완충액
(TNE)에서 분석을 수행했습니다. TNE 완충액은 핵산 분광 광도 
분석에 자주 권장되기 때문에 이 실험에 포함시켰습니다.3 

그림 8에서 볼 수 있는 바와 같이, 두 완충액(1mM Na2HPO4와 
TNE)에서 RNA의 UV 흡광도 스펙트럼은 비슷한 반면, 물에서 
RNA의 UV 특성은 더 높은 파장으로 이동했습니다. 이 결과는 
완충액에 용해된 RNA 시료가 물에 용해된 RNA와 다른 UV 흡광도 
트레이스를 보임을 나타냅니다. 알칼리성 완충 용액은 순수한 물에 
용해된 RNA 시료보다 RNA 순도를 더 잘 추정할 수 있습니다. 
따라서 추출한 RNA를 용해하는 데 알칼리성 완충 용액을 사용하는 
것이 좋습니다. 

그림 7. 단백질이 있거나 없는 상태에서 pH와 이온 강도가 RNA A260/280 비율에 미치는 영향. (A) 10mM Na2HPO4에서 RNA, 단백질 및 단백질이 첨가된 RNA 시료의 흡광도 특성. 
(B) 0.01-10mM Na2HPO4에서 RNA, 단백질 및 단백질이 첨가된 RNA의 A260/280 비율 플롯.

그림 8. 물, TNE 완충액 및 1mM Na2HPO4에서 분석한 HeLa RNA의 UV 흡광도 
특성. 이 결과는 Wilfinger 등3이 보고한 결과와 일치하여 연구 전반에 걸쳐 결과의 
일관성을 보여줍니다. 
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결론
이 응용 자료에서는 Agilent Cary 3500 멀티셀 Peltier UV-Vis 
분광 광도계를 사용하여 A260/280 비율에 따라 RNA 순도를 평가하는 
효과적인 방법을 보여주었습니다. Cary 3500을 사용하면 여러 
실험 조건을 동시에 테스트할 수 있어 원치 않는 실험 변수를 피할 
수 있습니다. 

데이터에 따르면 RNA 용액의 pH와 이온 강도가 A260/280 비율에 
상당한 영향을 미치고 RNA 시료의 단백질 오염은 알칼리성 
조건에서 더 잘 예측할 수 있다는 사실이 밝혀졌습니다. Cary 
3500 소프트웨어에 내장된 방정식 기능을 사용하여 A260/280을 
자동으로 계산하고 보고할 수 있었습니다. 이러한 기능을 통해 
다양한 완충 조건에서 RNA 시료를 정확하고 효율적으로 평가할 
수 있었습니다. 이 소프트웨어는 규제된 환경에서 사용할 수 있는 
Agilent OpenLab 소프트웨어 제품군과 호환됩니다. OpenLab은 
FDA 21 CFR Part 11, EU Annex 11 및 기타 국가의 유사한 규제를 
준수해야 하는 실험실을 위해 데이터를 안전하게 수집 및 저장하는 
기술적 제어 기능을 제공합니다.

애질런트는 RNA 품질을 평가하는 데 필요한 소모품(예: 
Absolutely RNA Microprep 키트), 기기(예: 4200 TapeStation 
시스템 및 Cary 3500 UV-Vis 분광 광도계) 및 워크플로 솔루션을 
제공합니다. 
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